Microbiologie Generate S4 


I. Generalites-historique 

Qu’est-ce que la microbiologie ? C’est 1’ etude des micro-organismes 
Qu’est-ce qu’un micro-organisme ? Un organisme observable au microscope 

La microbiologie a pris son sens quand on a observe les premiers micro-organismes. Au XVII° siecle, Antoni 
Van Leeuwenhoek est le premier a avoir observe des micro-organismes, sous une simple lentille. II a observe 
des spermatozoi'des, puis il a observe des spirogyres et des vorticelles. 

En meme temps que lui, Robert Hooke a elabore le premier microscope (figure 3.2 page 2 du polycopie), ainsi 
que le barometre a roue, le joint universel, le thermometre a alcool, et il a propose que le zero du thermometre 
soit le point de fusion de la glace. Il a fait de nombreuses observations tres precises de micro-organismes. 

Au XVII° siecle, les micro-organismes n’etaient qu’un objet de curiosite, il a fallu attendre le XIX° siecle et 
pasteur, et ses travaux. Il a travaille sur la fermentation, conservation du vin et de la biere (pasteurisation), 
culture pure (un seul type de micro-organisme), et il a aussi travaille sur la maladie du ver a soie, sur les 
maladies infectieuses (streptocoque A, streptocoques D (fecaux), staphylocoque (gangrene, staphylococcus 
aureus), pneumocoque), et sur le Vaccin (cholera du poulet, charbon, rage). C’est lui qui a travaille en asepsie. 
Il a travaille avec un imminent obstetricien, et ils ont fortement diminue la mort des nouveaux nes, en faisant 
des accouchements aseptiques. 

Robert Koch a fait des travaux sur le charbon du mouton : Bacillus anthracis. Il a identifie, cultive, determine 
le mode de transmission de l’agent infectieux de la Tuberculose : BK ou « bacille de Koch », appele 
Mycobacterium tuberculosis. Le reactif est la tuberculine. Il decouvre l’agent microbien du cholera : le bacille 
a virgule. 

La Terre a 4,5 Milliards d’annees, et les micro-organismes ont 3,5 milliards d’annees. L’eau a ete apportee 
par des cometes, T atmosphere etait anoxygenique, mais comportait du methane, du souffre... A ce moment 
la on a vu apparaitre des acides amines comme la glycine, T alanine. . . On a retrouve des formes fossilisees de 
micro-organismes dans des stromatolites. On a retrouve des bacteries filamenteuses, des cyanobacteries, et on 
pouvait les trouver en colonies. Les cyanobacteries sont des bacteries photosynthetiques oxygeniques. Elies 
ont ete responsables de la modification atmospherique de la quantite d’oxygene. Elies vivaient dans des 
grottes. L’hypothese a ete emise selon laquelle les cyanobacteries seraient a l’origine des Euarthropodes (Voir 
schema 1 page 3 du polycopie). Il existe des paramecies tueuses qui ont des particules Kappa, toxiques, qui 
tuent d’autres paramecies. De la meme fa<;on, il existe un protozoaire flagelle qui contient des cyanelles, des 
cyanobacteries capables de photosynthese. Les progenotes ont evolue en Prebacteries ou en Prearchaea. La 
seule difference reside dans la composition de la membrane, les prebacteries contiennent la fonction ester alors 
que les Prearchsea contiennent des fonctions ether. La premiere theorie etait que les prebacteries etaient les 
ancetres des Protoarchaea, mais aujourd’hui, on a conserve l’hypothese du progenote. Des Eubacteria auraient 
fusionne avec des Protoarchaea, ce qui aurait donne une preeucarya, donnant les eucarya, qui, en fusionnant 
avec des eubacteria, auraient forme des eucaryotes avec mitochondries qui, en fusionnant encore avec des 
eubacteries auraient forme les algues avec chloroplaste, et done les plantes. 


Eucaryotes 

Procaryotes 

Algues unicellulaires ou pluricellulaires 
Protozoaires unicellulaires (paramecie) 

Eubacteries 

Archeobacteries 

Mycetes (levure) unicellulaire ou coenocytiques (un cytoplasme avec 
plusieurs noyaux) 



Distinction entre Eucaryotes et Procaryotes : pas de vrai organite cellulaire. Un organite est un espace delimite 
par une membrane plasmique, une bicouche lipidique. 

Les virus sont, pour certains, consideres comme des micro-organismes, et pour d’autres non, puisqu’ils ne 
sont pas capable de se reproduire d’eux meme. La virologie est l’etude des virus. 







Voir tableau B page 5 du polycopie 

A. Bacteriologie 

On compte 500 000 especes de bacteries. Elies constituent des elements precieux de recherche (medicales, 
industrielle). II faut les classer, les regrouper, et done former des taxons, bases sur les caracteres biochimiques, 
physiologiques, morphologiques, genetiques, de biologie moleculaire, de genetique moleculaire. On appelle 
cela la taxonomie/taxinomie ou systematique bacterienne. Elle est divisee en 3 parties : 

1. La classification 

Voir exemple page 2 du polycopie echanger Domaine et Regne 

Certains micro-organismes peuvent changer d’embranchement ou de classe selon revolution de la 
classification. Par exemple, Diplococcus pneumonea est devenu Streptococcus pneumonea. Une espece est 
un ensemble de bacteries qui vont avoir en commun de nombreuses proprietes stables, qu’elles soient 
phenotypiques ou genotypiques. Le phenotype est T ensemble des caracteres visibles dependant de 
l’expression du genome et de l’interaction avec l’environnement. Le genotype est le potentiel genetique de la 
bacterie. Le clone est la population bacterienne issue d’une seule bacterie, c’est un seul individu qui a donne 
toute la population. Parmi ces clones, on assimile la notion de souche, par leurs caracteres communs. Par 
exemple, chez E. Coli, certains individus different par un seul caractere. Si ce caractere est biochimique, on 
les appellera Biovar. Si ce caractere est morphologique, on les appellera Morphovar. On peut avoir des 
Morphobiovar. Si ce caractere est antigenique (presence d’antigenes ou non...), on les appellera Serovar. Si 
ce caractere est enzymatique, on les appellera Zymovar. Si ce caractere est antibiotique, on les appellera 
Antibiovar. Si ce caractere est une sensibilite bacteriophage, on les appellera Lysovar. 

2. Nomenclature 

La nomenclature suit un systeme binomial latin, ecrits en italique, et le nom de Genre est ecrit avec une 
majuscule. 


3. Identification 

C’est l’aspect pratique de la taxonomie. On verra en TP comment identifier des micro-organismes. 

II. La cellule bacterienne 

A. Methode d’etude des bacteries 
1. Utilisation de microscope 

a) Microscope optique photonique 

Faisceau de photons qui traversent l’echantillon pour former Timage. En microbiologie, on va utiliser 
principalement des objectifs xlOO, et des oculaires xlO. Done notre grossissement maximal sera xlOOO. En 
microbiologie, on utilise aussi bien les microscopes a fond clairs que les microscopes a fond noirs (dans les 
laboratoires d’analyse medicale), ou les organismes apparaissent brillants sur un fond noir. Ce dernier permet 
Tobservation de certaines structures internes. Par exemple, on peut detecter la syphilis. 

b) Microscope optique a contraste de phase 

On utilise aussi des microscopes a contraste de phase, qui permet d’observer les differences d’indices de 
refraction. Cette difference est transformee en difference d’intensite lumineuse, donnant une meilleure image. 
Ceci permet d’observer des bacteries vivantes. 

c) Microscope a fluorescence 

II existe aussi des microscopes a fluorescence. L’image est formee par la lumiere emise par l’echantillon. 

Le pouvoir de resolution est la plus petite distance visible entre 2 points, c’est la distance minimale pour 
laquelle deux points sont encore visibles. Pour un microscope optique, elle vaut 0,2 micrometres. A l’oeil nu, 
on distingue jusqu’ a 0,2 mm. Un microscope optique ne distingue jamais plus de 0,2 micrometres, done il ne 
gros sir a jamais plus de 1000 fois. 

d) Microscope electronique 

II est plus puissant, c’est un faisceau d’electrons qui traverse l’echantillon. Le pouvoir de resolution est de 0,5 
nm (5 Angstrom). 


2. Preparation de l’echantillon 

L’observation differe suivant le type d’echantillon : 

a) Observation directe = Etat frais 

Micro-organismes vivants. Montage entre lames et lamelles. On depose la goute sur la lame, et on ecrase la 
goute avec la lamelle. II faut faire attention de ne pas se couper ou de ne pas casser de lamelle. 


Butee 




(a) 

(b) 


Physique : 
Chimique : 



chaleur 

glutaraldehyde, acetone, alcool 
Formaraldehyde 


(3) Coloration 

On utilise des colorants suivant leur basicite ou leur acklite. Ils mettent en evidence certains constituants, 
comme le flagelle, la paroi, les spores... En microbiologie, on aura souvent a faire des colorations 
differentielles. 


(a) Coloration differentielle 

(b) Coloration de Gram 

(i) Bacteries Gram + 

(ii) Bacteries Gram - 
B. Diversity des micro-organismes 

1. La forme des micro-organismes 

II existe des bacteries spheriques appelees coques ou cocci. 

2. L’arrangement des micro-organismes 

Les coques s’organisent differemment en chaines courtes ou grandes (streptocoques), seuls (microcoques) ou 
a deux (diplocoques). Les Staphylocoques forment des formes de grappes de raisin. 

Les bacilles peuvent former des Y (pseudo ramifies, Mycobacteries). 

II existe aussi des formes incurvees ou spiralees, par exemple les leptospires, qui peuvent passer a travers les 
muqueuses. Les bacteries filamenteuses comme Cytophaga ou Acitomycetes. 

Les bacteries plei'omorphes peuvent changer de forme au cours de leur vie. Par exemple, Leucotrix, 
Caulobacter, Azobacter. 

Les bacteries engainees sont contenues dans une gaine, comme Sphaerotilus. 

Voir polycopie 

Les micro-organismes procaryotes sont plus petits que les eucaryotes : Une amibe fait 300 a 400 micrometres 
de long, la paramecie a une taille de 150 a 200 micrometres de long. Ce sont des Eucaryotes. Les coques 
(procaryotes) font 0,5 a 1 micrometres. Les bacilles font 1 a 5 micrometres. Les Mycoplasmes et les Rickettsies 
font environ 2 micrometres. Les Spirilles font 250 micrometres, et done la taille ne determine pas le regne. 
Une levure 5 micrometres. 

Voir page 5 : A et page 2 le schema avec des bidles 



C. Structure bacterienne 

1. Materiel genetique 

Le materiel genetique n’est pas contenu dans le noyau. II est apporte par un ADN chromosomique, contenu 
dans ce qu’on appelle un chromosome bacterien. Chez les bacteries, il n’y a pas de chromosome comme chez 
les eucaryotes. Le chromosome bacterien est un ADN double brin, qui est parfois circulaire, parce qu’il se 
rattache en un point a la membrane. C’est le nucleoi'de qui contient ce chromosome. II est constitue a 60% 
d’ADN. Chez E. Coli il fait environ 1,3 mm de long. Elle contient 4000 proteines. On trouve de l’ADN 
plasmidique dans le plasmide. Il est circulaire, et capable de se repliquer de fa9on autonome. Plasmide 
cryptique. Il porte des informations specifiques, et par exemple le gene de resistance aux antibiotiques, ou les 
genes impliques dans la pathogenicite. 

Agrobacterium tumefaciens : responsable de la galle du Colet. Les informations sont portees par un mega 
plasmide (entoure 1000 kilobases). 

Rhizobium meliloti : fixation de 1’ azote (N2) de l’eau. 

• Transposon 

C’est une sequence d’ADN double brin delimite par ce que l’on appelle des sequences inversees repetees. 
L’integration est possible soit dans des ADN genomiques, soit dans des plasmides. On peut trouver des genes 
de resistance aux antibiotiques Tn3, Tn5 et TnlO. 

2. Cytoplasme 

80% H2O, pH = 7,2. Riche en ribosome. Ne contient pas de vrais organites. 

• Corps d’ inclusion 

o Organiques : reserves d’amidon (glucose chez les vegetaux), de glycogene (glucose chez les 
animaux). Reserves sous forme d’hydroxybutirate. Ce sont des reserves de carbone. Mais on 
trouve aussi des reserves d’azote, que l’on trouve chez les cyanobacteries. 
o Inorganiques : Soufre, fer, polyphosphate 

• Pseudoorganites : endroit delimite par non pas une bicouche lipidique, mais par une monocouche de 
lipides. Ils ont des fonctions specifiques. Par exemple, les chromatophores (cyanobacteries), c’est 
pourquoi on pense qu’ils sont a la base de la photosynthese. La Rubisco (carboxylase, contient du 
ribose) est l’enzyme specifique de la photosynthese. Vesicules a gaz permet de remonter a la surface 
quand elles sont produites. 

3. Membrane plasmique 

Elle est composee d’une bicouche phospholipidique (page 2). Le glycerol peut porter sur ses carbones 1 et 2 
des acides gras, et sur le carbone 3 on peut trouver un phosphoester, qui peut etre un residu R. 

Page 3 

Il existe des bacteries qui n’ont qu’une seule couche de lipides, done on n’appelle pas forcement 9a une 
membrane. 

Sterol : cholesterol 

Sterol pentocyclique : hopanoi'de. 

C’est une barriere selective, on va trouver beaucoup de transporters, elle se situe au niveau de la membrane 
plasmique (enzymes de la photosynthese, enzyme de la paroi. . .) 

4. Les enveloppes 

Ce sont les differentes structures qui entourent la membrane plasmique. 

a) La paroi 

La plupart des micro-organismes sont contenus dans une paroi, exception faite des mycoplasmes et de 
quelques archeobacteries qui ne possedent pas de paroi. 

(1) Structure de la paroi 

Peptidoglycanes = mureine : c’est un enchainement d’osomines. 

• N-acetyl-glucosamine : 



N acetyl glucosamine (GlcNAc) 

• N-acetyl muramique (N-acetyl-glucosamine qui porte un lactate sur le O). 

Tetrapeptides : L-Ala 

L-Lys 

D-Ala acide mesodiaminopimelique 

D-Glu 

Voir page 6 

• Paroi des bacteries a Gram positif 

Elle est epaisse (entre 15 et 80 nm) (elle ne laisse pas passer l'ethanol), composee d'une epaisse couche de 
mureine ou peptidoglycane. Cette epaisse couche est traversee par des acides teichoides, acides teichoiques 
ou lipoteichoi'ques. 



mureine 


lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll Membrane pi asmique 

Cytoplasme 


Acide teichoi'que : Glycerol + rubitol phosphate 

• Paroi des bacteries a Gram negatif 

Elle est plus fine (entre 6 a 15 nm), composee de plusieurs couches dont une lipidique (Lipide de Braun ; ce 
qui explique que l'alcool, liposoluble, passe a travers ce type de paroi). Cette paroi est traversee par du 
Lipopolysaccharide (LPS) representant l'antigene O des enterobacteries ainsi que leur toxine. Ce LPS 
contribuerait a echapper a la phagocytose et au complement. Elle contient une endotoxine, qui aura effet a la 
mort de la bacterie. 


A 

6 a 1 5 nm 

V 



Paroi 
strati fiee 


llllllllllllllllllllllllllllllllllllllll lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll M embran e pi asmi que 

Cytoplasme 

Dans les bacteries gram +, l’espace peri plasmique est dit inexistant, puisque tout petit. On ne le voit pas en 
microscopie. 

(2) Mise en evidence de la paroi 

On prend des bacteries en suspension, de type bacille, et on va faire agir des enzymes comme le lysozyme, 
qui est une enzyme qui agit sur le peptidoglycane, on pourrait prendre la penicilline, antibiotique qui agit sur 
la paroi en fabrication. On va done prendre le lysozyme a 37°C. On est dans un milieu isotonique, on obtient 
un spheroplaste (gram -), qui maintient les bacteries, ou un protoplaste (gram +), qui provoque un eclatement 
des bacteries, dans le milieu hypotonique (H 2 O). 



(3) Role 

Elle participe au maintient de la cellule, sa forme, sa rigidite, sa pression osmotique, elle sert de protection 
contre les substances toxiques, elle a un role antigenique, elle sert de recepteur aux bacteriophages. D’un point 
de vue medical, les LPS qui sont toxiques sont une endotoxine, ce qui participe a la pathogenicite. Elle peut 
etre la cible d’antibiotiques comme la penicilline. 

(4) Coloration de Gram 

Voir polycopie page 7 

L’etape discriminante est l’etape avec de f ethanol (ou acetone). La coloration suivante a la fushine est une 
coloration pas trop forte pour qu’elle ne recolore pas par-dessus la premiere. 

b) Capsule et glycocalix 

Epaisse et visqueuse autour de la bacterie. Si elle a une structure bien definie, on parle de capsule, si elle est 
moins bien definie, on parle de glycocalix, de nature glucidique. Certaines capsules sont composees : 

• de polymeres simples 

o fructose (levane) : streptococcus salivarius (bouche) 
o Glucose (dextrane) : leuconostoc mesenteroi'des (sol, matiere vegetale) 

• De polymere derives d’oses : Acides glucuronique (glucose) : 

o Streptococcus pneumoniae (tractus respiratoire) 
o Haemophilis influenza (meningite) 

Cas particulier : paroi de nature peptidique : Bacillus antrocius : polymere D-glu 

La synthese est liee a des facteurs genetiques transferables, mais aussi a des facteurs environnementaux. 

La visualisation 


(1) Role 

Elle va proteger contre la dessiccation, les predateurs, les bacteriophages, les substances toxiques. Elle a un 
caractere pathogene (experience des souris. . .). Elle peut empecher la phagocytose. Elle permet l’attachement 
a d’autres cellules pour les infecter. Elle permet l’attachement a differents supports : 

Inerte : Streptococcus mutans (bouche, se fixe sur la dent, responsable de la plaque dentaire) Elle forme des 
« biofilms », qui sont des structures en 3D, organisee, laisse passer les nutriments, permet le developpement. 

5. Les annexes 

a) Les flagelles 

Ce sont des appendices locomoteurs, qui interviennent dans la mobilite des bacteries. Ce sont de petites 
structures, le diametre mesure 20 nm, et la longueur est de 15 a 20 nm. On ne peut les voir au microscope, 
mais pour les voir, on introduit des substances qui forment une gaine autour du flagelle, et on pourra ainsi le 
voir. Selon les bacteries, le nombre et la localisation peuvent etre variables : 

Monotriche 



Lophotriche 
Voir page26 

Succession de nage et de culbute. Le deplacement se fait en fonction de leur environnement. Ce sont des 
composes chimiques : le chimiotactisme. II peut etre positif, quand il attire les bacteries, associe a la nage de 
la bacterie, ou negatif, quand il repousse les bacteries, associe a la culbute. 

Certaines bacteries peuvent etre identifies via le flagelle. En effet, la flagelline possede enormement de 
proprietes antigeniques. On l’appelle d’ailleurs antigene H. Chez E. Coli, on a denombre 50 antigenes H. Par 
exemple, la O157H7 a fait des milliers de victimes aux etats unis, c’est la maladie du Hamburger. 

b) Filament coaxial - endoflagelle 

Il est forme d’un faisceau de fibrille. Les deplacements se traduisent par un glissement, on observe cela chez 
les bacteries spiralees (Spirochete, Leptospire, Treptonema pallidium (Syphilis)). 



c) Pilis - F imbrue 

Structure filamenteuse que Ton retrouve chez les bacteries Gram avec quelques exceptions, de bacteries 
Gram +. 7 nm de diametre, 0,3 a 5 pm de long. Certains micro-organismes on jusqu’a 1000 pilis. E. Coli en a 
une centaine. Elies servent a accrocher la bacterie a des rochers, des cellules hotes. Les lectines accumulent 
des globules rouges et peuvent reconnaitre specifiquement les structures glycosilees. Les souches pathogenes 
d’E. Coli sont des entrocytes. Nesseria gonnorhece se fixe au niveau du systeme genito-urinaire via ces pilis. 
Ce sont des structures riches en proteines, qui leur conferent de fortes proprietes antigeniques, ce qui permet 
d’echapper au systeme immunitaire. 

d) Pilis sexuels 

Ce sont de petits pilis, nombreux (1 a 10), plus epais. On peut trouver des ponts cytoplasmiques entre 2 
bacteries, permettant le transfert de materiel genetique : transfert conjugatif. 

e) Les endospores 

Elies s’observent chez les Gram +, comme Clostridium ou Bacillus, et chez une seule Gram -, Coxiella 
burnetti, qui entraine la Fievre Q, qui est une pneumonie atypique. Elle se forme a l’interieur d’une cellule 
vegetative. C’est la forme de vie la plus resistante. Elle est induite en fonction du milieu, elle a des proprietes 
specifiques : la resistance a la chaleur (thermo resistance), qui est certainement due a l’acide dipicolinique. 
Elle evite la dessiccation, elle est plus resistante aux UV, elle est insensible a de nombreux composes. L’oxyde 
de methylene est actif sur l’endospore. Elies ont une localisation variable, specifique suivant les bacteries. 
Voir structures possibles sur le net 

Elle permet par exemple de differencier les deux Clostridium. En position centrale, on la retrouve chez 
Bacillus subtilis. 

Cycle sporal : voir polycopie 

Quand l’environnement devient difficile, les endospores sont liberees. Quand les conditions redeviennent 
favorables, les endospores vont germer. 

III. La croissance bacterienne 

A. Definitions 

La croissance bacterienne correspond a 1’ augmentation des differents constituants cellulaires, et ayant pour 
finalite l’augmentation du nombre de cellules. 

B. Mode de reproduction des bacteries 

Le mode de reproduction est caracterise par sa simplicite, et par son caractere asexue. II peut exister, chez les 
micro-organismes eucaryotes, une phase sexuee, mais elle n’est pas obligatoire, correspond a un brassage 
genetique. La plupart se divisent par fission (ou division) binaire, ou scissiparite. Les autres se reproduisent 
par bourgeonnement, on peut assister a la fragmentation, et aussi a la sporulation. Ces demiers ne sont pas 
majoritaires, la fission binaire est la plus repandue : 

Le chromosome s’attache a la membrane (point replicateur). L’ADN se duplique. Les deux chromosomes se 
detachent. La cellule se divise dans l’axe longitudinal. 

Dans certains cas, les cellules ne se detachent pas et forment des chainettes (bacilles, streptocoques). Les 
cellules peuvent aussi former des amas en se divisant en 2 axes, et meme, par des divisions selon les 3 axes, 
on obtient des structures en 3D. 

C. Expression mathematique de la croissance bacterienne 
On va considerer 2 possibilites : 

1. Une croissance exponentielle 
1 bacterie en donne 2 : 



Nombre de divisions 

Nombre de bacteries 

| 1 

2 J 

2 

4 

| 3 

8 1 

4 

16 




n 


2 n 


Si au depart on a No bacteries et apres n divisions on a N bacteries : N = No x 2 n 
p = taux de croissance = nombre de divisions par heures 4 p divisions en 1 h 
t est le temps pour n divisions ^ n divisions en t h 

n= p x t 
N = No x 2 t “ 


2. Une vitesse de croissance 

v = + dN / dt = k N k N car c’est de premier ordre. 

On integre, k qui est le taux de croissance specifique : noP 1 dN / N = toPkt 
to = 0 


N = No x e kt 


InN - InNo = k (t 
In N - In No = kt 
In (N / No) = kt 



3. Relation entre k et p 

2 t “ : e kt In 2 t “ : In e kt k = p ln2 

4. Temps de doublement par division = temps de generation xouG 

C’est le temps que met une cellule pour se diviser, ou le temps que met une population pour doubler. 
Relation entre p et x ? Entre k et x ? 
x = In 2 / k t = 1 / p p = 1 / x 

5. Representation graphique 


N 



N = No x 2 ^ 

Ln N = In No + pt In 2 = In No + p In 2 t 


Temps 



D. 

LnN 


Courbe experimentale de la croissance bacterienne 



1) La phase de latence = phase stationnaire initiale, p = 0, c’est la phase d’adaptation de Tequipement 
enzymatique, elle a une duree variable suivant Page de la bacterie et le milieu. 

2) Phase deceleration : p augmente, x diminue 

3) Phase exponentielle de croissance : p = p m ax. On peut, au cours de cette phase, determiner x. 

4) Phase de deceleration : p diminue 

5) Phase stationnaire : p = 0, x = 0. Des signaux metaboliques sont emis en cas de manque de nutriments. 
Elle emet aussi des composes toxiques, souvent fermentes, ce qui entraine une diminution du pH, et 
une augmentation du taux d’alcool. 

6) Phase de declin : on assiste a la mort de la bacterie, et souvent a une autolyse. 

E. La croissance diauxique 

En milieu synthetique, sources de carbone limitante 


LnN 



Temps 

:sure de la croissance bacterienne : denombrement 
1. Milieux de culture 


1 

2 

Glucose 

Arabinose 

Fructose 

Inositol 

Mannose 

Sorbitol 

Manitol 

Maltose 


Tout milieu solide qui permet^la croissance bacterienne, ou liquide. Tous les elements indispensables a la 


croissance. Les conditions. 


a) Differentes textures 

Liquide : on mettait les bacteries dans un tube a essai avec le milieu liquide. II y a ensemencement et 
inoculation. Puis on met le tout dans les conditions adequates (temperature, O 2 , agitation ?, temps). 
Puis on laisse incuber. Le milieu peut devenir trouble. II faut done faire attention a ce que le tube ne 
soit pas contamine des le depart. On peut aussi observer un depot, ou encore un voile en surface. 
Solides : permettent d’isoler des micro-organismes. Koch l’a fait le premier sur des tranches de pomme 
de terre. Cependant, beaucoup n’ont pas pousse car la pomme de terre manque de richesse. Done Koch 
a decide de solidifier un milieu liquide d’un de ses eleves (Loeffer), et il a essaye de gelifier le milieu 
en mettant de la gelatine. Mais la gelatine devient liquide avec une temperature un peu elevee (37°C 
environ), done ce n’etait pas la solution. Dans le meme temps, la femme du Pr. Hesse gelifiait des 
confitures avec de l’Agar. II a done prit de l’Agar pour gelifier le milieu. L’agar etait une substance 
produite par des algues rouges. C’est un polymere d’oses sulfates. II a un point de surfusion entre 40 
et 42°C. 5 ans apres, Mr Petri a cree les boites de Petri, en faisant une surfusion d’Agar et en faisant 
couler l’Agar dans la boite de petri. 

Milieux synthetique : 

o Definis : pauvre, la composition est connue exactement. 

o Non definis : milieux complet, riche, on ne connait pas la composition exacte. On peut y trouver 
des peptones : hydrolysats de proteine, digestion proteolytique, soja, viande, caseine, gelatine, 
tryptone ; des extraits de boeuf. 



b) Milieu complexe = riche 


• Peptones 

• Extrait de bceuf : extrait acqueux. Beaucoup d’acides amines, des peptides, des nucleotides, des acides 
organiques, des vitamines et des mineraux. 

• Extrait de levure : extrait acqueux. Grande source de vitamines B, mais aussi de composes azotes et 
carbones. Voir page 10 

On definit : 

• Milieu de base : a utilisation generale. 

• Milieu enrichis : contient des elements pour favoriser la croissance de certains micro-organismes qui 
ont des exigences pour se developper. On peut par exemple mettre du sang. 

• Milieu selectif : empeche la croissance de certains micro-organismes. On peut ajouter des molecules 
toxiques, comme des sels biliaires, des azides de Na + , des ammoniums quatemaires (Cetrimide) : 
Pseudomonas, des colorants. On peut aussi apporter des molecules en concentration toxique. C’est le 
cas du NaCl, a 75 g.L" 1 ne permet la croissance que des staphylocoques. On peut aussi y mettre des 
metabolites, comme une source de Carbone. 

• Milieu electif : c’est un milieu qui favorise la croissance de certains micro-organismes. 

• Milieu d’orientation : la croissance, l’aspect, les caracteres biochimiques peuvent orienter vers les 
especes de micro-organismes. Par exemple, le milieu Chapman est riche en NaCl, il est selectif, et 
selectionne les staphylocoques. Le Manitol vire au jaune avec des bacteries Manitol +, c’est un 
indicateur colore, et on s’oriente vers Staphylococcus aureus. Le milieu EMB (eosine, bleu de 
methylene) selectionne les bacteries Gram -, et si l’on a des reflets metalliques, on s’oriente vers E. 
coli. 

• Milieu differentiel : permet de distinguer differents groupes et meme de les identifier selon certaines 
bases de leurs caracteres biologiques. Par exemple, le milieu avec de la Gelose au sang, permet de 
distinguer les bacteries hemolytiques (hemolyse les globules rouges), et permet de distinguer les 
staphylocoques des streptocoques (gorge). Ca sert a reperer les bacteries pathogenes. 

• Mac Konkey : II permet de differencier les bacteries lactoses + des lactoses -. 

2. Isolement des micro-organismes 

II existe differentes techniques d’isolement. II peut etre necessaire pour le denombrement, mais c’est aussi une 
etape importante pour 1’ identification. 

a) Epuisements 

On depose la suspension bacterienne, et a l’aide par exemple d’une anse de platine, ou d’une pipette 
boutonnee. Voir page 8. On peut avoir des failles variables, des formes differentes, des aspects differents 
(pigmentation), des surfaces differentes (rugueuse, lisse), des consistances de colonies variables (friable, 
mucoi'des, butyriques). 

b) Par dilution 

• En surface : rateau, billes, immersion. 

• En profondeur Voir Poly 

3. Methode de denombrement 

a) Comptage direct 

(1) Microscope 

On compte directement au microscope. L’echantillon va etre depose entre lame et lamelle. On compte 
plusieurs champs, un champ fait 10 mm 3 . Aujourd’hui, on utilise des cellules speciales avec des volumes 
definis. Par exemple, la cellule de Malassez, la cellule de Thomas. 

100 bacteries dans 25 rectangles 

Methode finale et peu couteuse mais laborieuse. On peut voir la morphologie des cellules. 



(2) Compteurs electroniques 

Pour grosses cellules, elles traversent un champ electrique, c’est une methode fiable, mais elle compte aussi 
les debris. 

(3) Cytometre en flux(FACS) 

Bacteries marquees au chromophore, faisceau laser croise les micro-organismes. 15 000 000 €. 

(4) Methode optique : turbidimetrie 
Mesure de la densite optique : spectrophotometre, colorimetre. 

Difference entre densite optique et absorbance : Quand on mesure 1’ absorbance, on mesure la capacite d’une 
molecule a absorber l’energie lumineuse. 


b) Comptage indirect 

( 1 ) Milieu liquide 

Serie de dilution. On ensemence une serie de tubes, on fait une incubation, et on regarde si les tubes sont 
positifs. On peut chercher simplement la presence d’un trouble (42°C), la presence de gaz (on met pour cela 
des cloches de Durham dans lesquelles du gaz se forme sous l’effet de la bacterie) ou l’utilisation de sucres 
(ajout d’indicateur colore). 
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On obtient le nombre caracteristique 321 a 10" 1 a partir de tables, c’est le nombre le plus probable (npp) pour 
le nombre de bacteries, c’est un degre de confiance variable. 

On peut de plus lire 211 a 10" 2 ou 322 a 10 1 . En bacteriologie de l’eau, on utilise cette methode de 
denombrement. Table de Me Grady : table en fonction du nombre de repetition dans la solution. 

(2) Milieu solide 

50 bacteries -> 100 pL 
X bacteries -> lOOOpL = 1 mL 

X = 500 bacteries/mL suspension diluee = 5.10 6 bacteries/mL en suspension initiale. 

On peut faire des erreurs par defaut en ne comptant pas assez de colonies, car certaines grosses colonies 
recouvrent les plus petites, done on parle souvent d’unite formatrice de colonie. Certaines produisent des 
composes toxiques. La solution est d’augmenter la taille des boites, ou d’apporter des facteurs de correction. 
Le principe du facteur de correction est que Ton va compter le nombre de bacteries sur la boite, et on va definir 
une valeur corrigee en fonction d’un facteur correcteur k, qui va etre fonction du diametre de la boite, des 
diametres representatifs des colonies, et on va regarder le diametre moyen sur 20 colonies representatives, et 
k va dependre aussi de la variance. 


On peut aussi faire des erreurs par exces : 
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Si on fait la moyenne entre les 3 valeurs, on aura une moyenne entre 3000 et 5000. Aux faibles dilutions, 
Terreur est plus importante. Pour resoudre cela on va utiliser la technique des equivalents boites. On va 
considerer que Ton a toutes les boites en 10" 3 . 

100 boites a 225 bacteries a 10" 1 
10 boites a 27 bacteries a 10" 2 
1 boite a 5 bacteries a 10" 3 
On a un total de 1 1 1 boites a 10" 3 

287 bacteries sur 111 boites, par boite, 2,58 bacteries. 2,58 bacteries de moyenne a la dilution 10" 2 . 2580 
bacteries dans la solution initiale. Permet de moyenner les erreurs. 

Son travail en double (222 boites). 

(3) Comptage sur Litre 

(4) Mesure de la Biomasse 

• Poids sec : On cherche la relation poids sec/nombre de bacteries 

• Determination de la quantite des constituants cellulaires 

o Quantite d’azote : % d’azote fixe 4 nombre de bacteries 
o Quantite de chlorophylle 


(5) Parametre refletant Tactivite cellulaire 

On peut suivre l’apparition et la disparition de certains metabolites, la composition d’Ch, de glucides, le 
degagement de CO 2 . On utilise des methodes biochimiques, et on fait des dosages spectrophotometriques. Le 
luminometre perniet de doser le metabolisme energetique par les photons. On regarde notamment 1’ ATP. Pour 
cela, la luciferase : 

Luciferine LH 2 + ATP (luciferase Mg 2+ )-> luciferine + AMP + P~P 
LH 2 -AMP + 0 2 L-AMP + H 2 0 + hp 
Modifications physico chimiques : 

- PA 


Potentiel d’oxydo-reduction 

4. Parametres influen^ant la croissance bacterienne 

a) Espece 

Voir tableau poly 

Micro-organisme eucaryotes Temps de generation eleve 
Certaines bacteries on un temps de regeneration plus important 
En general Gbacterie 4 rapide 

b) Parametres physiochimiques 

(1) Temperature 

Thermosensibilite 

Dans la nature on trouve des bacteries qui se differentient en fonction de leur temperature maximale de 
croissance. 

Bacteries mesophiles : temperature max de croissance : 37°C. 

Bacteries thermophiles : 45°C et 70°C optimale : 50-55°C. 

Bacteries hyperthermophiles : 80°C : Archia. 

Bacteries psychrophiles : optimale : 10-15°C. a 0°C. Presence de lipides insaturee au niveau de la membrane 
plasmique fluidification de la membrane. Par exemple Pseudomonas, Alcalagines, moisissures, levures. 
Psychotrophes : micro-organismes pouvant pousser a basse temperature mais leur maximum de croissance est 
celui des mesophiles (37°C). 

Bacteries extremophiles -> conditions extremes. 

On peut avoir des micro-organismes qui se developpent dans des gammes etroites de temperature : 
stenotherme. On peut aussi en avoir qui se developpent dans des gammes larges de temperature : eurytherme. 

(2) pH 

Chaque espece va se developper dans une gamme de pH qui lui est propre et definie, et en general, une bacterie 
supporte moins de variation de pH que de variation de temperature. 

Les bacteries acidophiles se developpent dans un pH de 1 a 5, c’est le cas de la plupart des mycetes et des 
algues, c’est le cas notamment des bacteries lactiques, aussi dans les bacteries qui provoquent la maladie de 
la Pierre. 

On trouve aussi les bacteries neutrophiles supportent les pH neutres. 

Les bacteries alcalophiles ou basidrophiles supportent des pH de 8,5 a 1 1,5. 

Le pH influe sur la disponibilite des nutriments. II influence aussi Tactivite des permeases (inactive par 
saturation par les protons). 

Inactivation d’ Exoenzymes. 
pH = conservation 

(3) Activite de l’eau Aw 


Eau libre : Aw : 1 

Aw : 0 (glace) eau capable d’etre echangee. 

Taux d’humidite de l’eau a Tequilibre. Llux d’activite de l’eau est proche de 1, plus les bacteries peuvent se 
developper. 


Voir page 1 1 poly 

Micro-organisme osmophiles, allophiles. 

Les bacteries qui necessitent des pressions osmotiques elevees sont appelees osmophiles. On definit celles qui 
ne sont pas osmophiles mais osmotolerantes, ce sont celles qui supportent, mais n’en ont pas la necessite. 
NaCl Halophiles ou halotolerantes. 

II n’existe pas une relation lineaire entre Aw et % d’humidite. 



21°C 12 jours 

5. Cultures industrielles des micro-organismes 

II faut reunir les conditions optimales de croissance afin de recolter la quantite maximale de produit au meilleur 
cout et le plus rapidement possible. On va avoir plusieurs techniques de croissance industrielle. 

a) La culture en BATCH ou la culture discontinue 
Ce type de culture est couramment utilise dans l’industrie, en labo. Dans ce cas de culture, le milieu de culture 
est non renouvele. Done dans ces conditions, on va assister a epuisement des nutriments ou a apparition de 
composes toxiques. Ce precede consiste a cultiver dans des fermenteurs (ou bioreacteurs) tout a la fois, c'est- 
a-dire le milieu de culture, les micro-organismes. On peut avoir des fermenteurs de quelques litres, jusqu’a 
150 000 litres, 200 000 litres. Les conditions de culture doivent etre controlees pour eviter la mort des cellules. 
Par exemple, on controle le pH, l’oxygene dissout, et done une agitation, on controle aussi la temperature, et 
on ajoute aussi de l’anti-mousse pour eviter d’avoir une asphyxie du systeme. On fait des prelevements 
reguliers pour mesurer la croissance microbienne, mais aussi la quantite de produit attendu. Si ce sont des 
metabolites primaires, on se place en phase exponentielle de croissance pour avoir un meilleur rendement. Si 
on doit produire des metabolites secondaires, qui sont souvent produites en fin de phase exponentielle, on se 
place en fin de phase exponentielle et debut de phase stationnaire. On arrete le reacteur quand la concentration 
est maximale. 

Les industries qui utilisent ces techniques sont les producteurs d’alcool, de butanol, d’acetone, de boissons 
alcoolisees, de fromage, de produits laitiers... 


b) La culture continue - Croissance continue 



On va maintenir une quantite constante de micro-organismes, en mesurant la DO. En permanence, il y aura 
autant de milieu entrant que sortant. 


c) Culture par dialyse 
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et on utilise des biofilms sur lesquels on fait des fits bacteriens. L’eau passe sur le tout, et on observe une 
diminution de la charge en matiere organique. On la retrouve aussi en production de Vinaigre. En effet, pour 
produire du vinaigre, on prend le support solide en copeaux de hetre, sur lesquels on met la bacterie qui fait 
du vinaigre, et en haut on met du vin, qui va passer sur les copeaux, les bacteries fermentent, et a la fin on 
obtient du vinaigre. 


Les micro-organismes eucaryotes 

Chez les eucaryotes, il existe 4 regnes : animaux, plantes, mycetes ou champignons, et protistes (eucaryotes 
unicellulaires). La microbiologie, c’est 1’ etude des micro-organismes procaryotes (bacteries) et eucaryotes qui 
sont repartis dans les regnes des mycetes et des protistes. On connait 2 types de cellules : les cellules 
procaryotes et les cellules eucaryotes. Les cellules eucaryotes font de 10 a 100 micrometres, elles ont de 
nombreux organites internes faits de membranes, leur materiel genetiques est enferme dans une membrane : 
le noyau. 

I. Les mycetes 

Au sens microbiologique sont des organismes eucaryotes, porteurs de spores, dont la nutrition se fait par 
absorption, sont depourvus de chlorophylle, se reproduisent de fa 9 on sexuee ou asexuee. L’etude des mycetes 
s’appelle la mycologie. II y a un certain nombre de mycetes qui sont capables de produire des toxines. Par 
exemple : l’amanite tue mouche. Les, champignons sont capables de nous poser de gros desagrements. On 
appelle 9 a des mycoses. II y a une recrudescence des mycoses ces demieres annees, a cause des maladies 
nosocomiales, que l’on attrape en hopital, et aussi surtout par les malades immunodeprimes. Les patients 
immunodeprimes se defendent moins contre les agents exterieurs. D’autres mycetes nous sont tres utiles pour 
la production d’antibiotiques ou de fromages. On trouve les champignons sur terre principalement. II en existe 
en milieu marin et en eaux douces. Beaucoup sont pathogenes. Elles sont capables d’infecter les plantes, les 
animaux et l’homme, au meme titre que les virus. II y a des especes de champignons qui ne sont pathogenes 
que pour l’homme, ou que pour L animal, ou que pour les plantes. Un meme champignon ne peut infecter tous 
les autres regnes. II existe aussi des relations benefiques entre les organismes et les mycetes : les mycorhizes 
et les lichens. 

Les mycorhizes se forment au niveau des racines des plantes, ce qui permet a la plante de couvrir plus de 
surface d’absorption, et au champignon de vivre. Les champignons vont participer a la degradation des 
nutriments du sol, les matieres organiques complexes degradent les elements, qui pourront etre absorbees par 
la plante. On connait 90 000 especes de mycetes. On estime qu’il y en a 1,5 millions. Les racines d’environ % 
des plantes vasculaires forment avec des mycetes des mycorhizes. 

Les lichens sont une association entre mycetes et algues, ou cyanobacteries. Leur role est benefique dans le 
sens ou les mycetes, avec les bacteries, participent a la decomposition de matieres organiques complexes, et 
ces organismes sont done qualifies d’heterotrophes. Ils forment les substances organiques simples et les 
molecules organiques. Ils produisent pour les autres organismes du carbone, de l’azote et du phosphate. 

On utilise aussi les mycetes comme Saccharomyces cerevisiae pour le pain, la biere, le vin. Pour la biere, on 
utilise aussi Saccharomyces carlsbergensis, et pour le vin, Saccharomyces ellepsoideus. On utilise 
Kluyveromyces fragilis et Kluyveromyces lactis pour le fromage, Penicillium roquefortii pour le roquefort, 
Penicillium camembertii pour le camembert, Candida utilis pour les levures alimentaires, et Penicillium 
notatum pour la penicilline. 

La penicilline permet de faire des antibiotiques bacteriostatiques qui bloquent la synthese des parois 
bacteriennes. Elle a ete decouverte par Alexander Fleming en 1928, qui, parti en vacance, cultivant des 
Staphylococcus aureus, revient et trouve des Penicillium notatum, autour desquels il n’y avait plus de 
staphylocoque. Il a alors identifie ce champignon Penicillium notatum, comme celui qui inhibait la croissance 
des bacteries. Il a alors fait des etudes et a decouvert que cette penicilline etait efficace contre beaucoup de 
bacteries gram +. Il a ensuite fallu l’isoler et le purifier, pour en sortir le principe actif. Ernst Chain et Howard 
Florey ont ete prix Nobel de medecine en 1945. La structure de base de la penicilline est une cysteine + une 
valine. On n’utilise pas que Penicillium notatum, mais aussi Penicillium chrysogenum. Ce sont des 
champignons qui poussent vite, en general, ce qui est l’une des caracteristiques tres utiles pour les industriels. 
Les colonies sont generalement vertes, bleu-vert ou gris-vert (blanche, jaune ou rosee). Ce sont des colonies 
duveteuses. On en trouve partout dans le monde, et les zones temperees sont plus propices. On les retrouve 
dans les sols, la cellulose (plantes, bois, papier, etc.. . .), les aliments, les graines, etc.. . . Il y en a aussi dans les 
tapis, les papiers peints, les substances organiques, dans la laine de verre. C’est un champignon cloisonne, qui 


produit des conidies, parties sexuees du champignon. Elies produisent les spores reproductrices. Cette 
structure va nous permettre d’identifier les mycetes d’un point de vue microscopique. Elies ont les 
caracteristiques physiques qui nous permettent de les identifier. Penicillium peut causer des reactions 
allergiques et asthmatiques chez les individus susceptibles. Penicillium n’est generalement pas pathogene, 
sauf par exemple Penicillium mameffei. On le retrouve surtout en Asie du sud est et en Indonesie. Les 
penicilliums pathogenes produisent des mycotoxines. En effet, la penicilline est toxique pour les bacteries. 
Par exemple, ils produisent l’Ochratoxine A (nephro toxique, hepatotoxique, carcinogene) et la citrine 
(carcinogene). 

L’appareil vegetatif des champignons : c’est un « thalle », qui peut etre unicellulaire (levures et « formes 
levures ») ou, le plus souvent filamenteux (« mycelium », dont la croissance est localisee aux apex). Ils n’ont 
pas de veritables tissus comme chez les plantes superieures ou chez les animaux. Le thalle se compose de 
cellules ayant pour fonction le catabolisme et la croissance. II varie en complexite et en taille. De la cellule 
microscopique unique des levures jusqu’aux moisissures multicellulaires et aux champignons 
macros copiques. Chez une moisissure ou un mycete chamu (champignon macroscopique), le thalle est 
constitue de longs filaments de cellules relies les uns aux autres, ces filaments sont appeles hyphes (du grec 
hyphe = tissu). L’hyphe va a la fois etre vegetatif, et devra alors nourrir le champignon, et reproducteur, et il 
va alors produire des spores reproductrices. La classification se fait selon plusieurs criteres simples et 
directement observables : les filamenteux (mycelium = pluricellulaire) ou unicellulaires (type levure). Pour 
les champignons filamenteux, il faut savoir si le mycelium est cloisonne ou non. 

La croissance des champignons est rapide, ce qui est du a la structure du mycelium, tous les hyphes possedent 
le meme cytoplasme. L’ augmentation de la longueur des hyphes se fait par croissance cellulaire et par 
divisions. Il y a une migration tres rapide des constituants a travers tout le mycelium. Les champignons 
peuvent passer de forme mycelium (pluricellulaire) a forme levure (unicellulaire) en fonction de 
l’environnement. On appelle ?a le dimorphisme. C’est la forme levure qui est pathogene. 

Les champignons n’ont pas besoin de beaucoup de lumiere pour pousser. L’humidite est un facteur tres 
favorisant. On peut en trouver partout ou il y a de la matiere organique. La majorite des moisissures sont 
aerobies, la plupart des levures sont des anaerobies facultatifs. Ils sont Saprophytes (utilisent de la matiere 
organique morte pour se nourrir), ils secretent des enzymes hydrolytiques pour digerer des substrats extemes 
et pour absorber des produits solubilises. Ce sont des Chimioorganoheterotrophes, ils utilisent de la matiere 
organique comme source de carbone, d’electrons et d’energie. Comme tous les organismes, les champignons 
possedent du glycogene : polysaccharide de reserve principal des mycetes. Ils utilisent des glucides, et 
principalement le glucose ou le maltose, et des composes azotes pour la synthese de leurs propres proteines. 
Ils doivent puiser le carbone dans les composes organiques. Ce sont des vegetaux non chlorophylliens, done 
ils sont incapables de photosynthese. Ils sont done obligatoirement : soit saprophytes, soit symbiotiques (se 
developpant en association avec d’autres organismes avec tolerance ou benefice pour les 2 partenaires), soit 
parasites, en determinant chez l’hote une maladie ou mycose. 

La reproduction chez les champignons est asexuee ou sexuee. La reproduction asexuee, c’est la division d’une 
cellule mere en 2 cellules filles, comme chez les bacteries ou les levures. Il y a bourgeonnement de la levure, 
formation d’une nouvelle paroi cellulaire, et separation des 2 cellules filles. Chez les champignons, le mode 
de reproduction le plus courant est la production de spores : il y a d’abord une mitose, puis une division 
cellulaire. Elies possedent un materiel genetique complet. Il y a 2 types de spores chez les champignons : la 
conidie et la sporangiospore. La conidie est produite principalement par Aspergillus et Penicillium. La 
sporangiospore prend naissance dans un sac ou sporange a l’extremite de l’hyphe aerien. Le sporange peut 
contenir des centaines de sporangiospores. Chez Rhizopus nigricans (moisissure du pain), on retrouve ces 
sporangiospores. La reproduction sexuee se fait par une union de 2 noyaux compatibles. Certaines especes 
fongiques sont auto fertilisantes, et produisent des gametes sexuellement compatibles sur le meme mycelium. 
On appelle cela l’homothallie. D’autres especes requierent un croisement entre myceliums differents, mais 
compatibles sexuellement : heterothallie. 



2N (stade diploi'de) ->Meiose-^N (stade haploi'de)-^ fusion cytoplasmes - ^ N+N (stade dicaryotique) 

L fes 3porcs fongiquc3 3cr\ r cnt a 1’ identification dc3 cspcccs dc mycctcs, pl r la taille, la forme, la couleur, le 
nombre de spores. Elies servent aussi a la dissemination des especes. De plus, ce sont des formes de resistance, 
ce qui permet une plus grande dissemination. Une cellule de levure est capable de vivre 2 vies : une diploide, 
et une haploi'de dans le cas d’une sous-alimentation. Quand les conditions redeviennent bonnes, elle redevient 
diploide. 

La levure est une mycete unicellulaire, non filamenteuse, generalement spherique ou ovale, elle ne possede 
qu’un noyau, et se reproduit soit de fa9on sexuee par formation de spores, soit de fa9on asexuee par 
bourgeonnement et division transversale. Elle ne possede pas de flagelle. Une cellule va pouvoir par 


bourgeonnement se reproduire en moyenne 24 fois. Voir schema 1 

II. La mycologie medicate 

Science qui s’occupe des maladies humaines et animales causees par des champignons. Les mycoses ou 
maladies parasitaires causees par des champignons, symptomatologie tres variee. Les allergies fongiques 
cutanees et respiratoires, Les mycotoxicoses causees par l’ingestion de divers aliments envahis par les 
champignons. L’entree dans l’hote se fait par les voies naturelle (Candida, Geotrichum), par les voies 
accidentelles (voies cutanees, voies aeriennes, voies digestives). Les mycotoxicoses dependent de Page, du 
sexe, de la race, des tissus. Le developpement d’une mycose tres souvent sous la dependance de modifications 
du terrain : par exemple, les modifications locales, un terrain tare, un desequilibre hormonal, un desequilibre 
de la flore bacterienne, un affaiblissement des defenses de 1’organisme spontanees ou provoquees. Lacteurs 
dependants de l’agent pathogene : possibilite qu’a celui-ci de se satisfaire des conditions physico-chimiques 
de l’hote, possibilite de prendre une forme de levure, particularite des metabolismes liberant chez l’homme 
des substances inhibitrices des reactions immunitaires. Exemples de mycoses systemiques : l’histoplasmose 
est due a l’Histoplasma capsulatum, et la coccidioidomycose due a Coccidioides immitis, deux mycoses des 
voies respiratoires inferieures, dues a des mycetes dimorphes. La Candidose est la mycose la plus connue, et 
peut-etre aussi la plus frequente, causee par Candida albicans, candidose vulvo-vaginite ou cutaneo-muqueuse 
de la bouche (muguet). Secretion de proteases qui pourraient etre a l’origine de la modification de la membrane 
de cellules de l’hote de fa9on a permettre l’adherence du micro-organisme. Elle atteint les nouveaux nes, les 
patients atteints de SID A, et les personnes sous traitement antibiotiques a large spectre. 


(Contrepetrie> 

Personne n’est jamais assez fort pour ce calcul = personne n’ejacule assez fort pour se calmer) 


Elements de Virologie 

Virus : micro-organisme qui possede un seul type d’acide nucleique, soit de l’ADN, soit de l’ARN. II peut 
etre simple brin ou double brin. Son organisation est acellulaire, c’est un parasite obligatoire qui doit infecter 
des cellules eucaryotes ou procaryotes pour se multiplier. 

Le choix de l’hote est limite par le type de l’hote, et le type de cellules. Un virus infecte un seul type d’hote, 
et un seul type de cellules. Par exemple, un virus de plantes infecte une plante et pas un animal. Un type de 
cellules, signifie par exemple le foie, et pas les poumons. . . 

Cependant, certains virus peuvent infecter plusieurs types de cellules, par exemple H5N1. 

• Chez les bacteries : bacteriophages, ex : Bacteriophage T4 

• Chez les plantes : ex : virus de la mosaique du tabac 

• Chez les insectes : ex : Baculovirus 

• Chez les animaux : ex : virus de la grippe, virus VIH 

III. Agents infectieux non conventionnels ou agents transmissibles non conventionnels : ATNC 
Viroi'des, Prions 

Structure encore plus simple que les virus 



A. Viro'ides 

Courtes chaines d’ARN infectieux, responsables de maladies chez les plantes. 

B. Prions 

Particules proteiques associees a certaines maladies neurodegeneratives chez l’homme et les animaux. 

Prion normal (proteines a helices a) 4 anormal (proteines helices a, feuillets P, qui s’agglomerent et forment 
des plaques). 

IV. Classification des virus d’animaux 

Premiere classification basee sur les preferences d’hote de chaque virus. 

Definition d’un spectre d’hote 

Mais probleme : un virus peut infecter plusieurs hotes, et un hote peut etre infecte par plusieurs virus. 

La classification modeme est basee sur les caracteristiques de l’acide nucleique, sur la morphologie, sur les 
caracteres physiques (symetrie de la capside et la nature chimique des constituants du virion), et sur la presence 
ou l’absence d’enveloppe. 

A. Classification basee sur les caracteristiques de Tackle nucleique 

Classification par ARN ou ADN, mais aussi en fonction des strategies de replication des virus : 

1. Virus dsDNA doubled strand = double brin 

2. Virus ssDNA simple strand = simple brin 

3. Virus dsRNA 

4. Virus ssRNA brin (+) (code directement les proteines) 

5. Virus ssRNA brin (-) 

6. Virus RNA avec une etape de reverse transcription 

7. Virus DNA avec une etape de reverse transcription 

B. Classification basee sur la morphologie des virus 

Tous les virus possedent une nucleocapside composee d’un acide nucleique entoure d’une capside proteique 
de structure icosaedrique, helicoi'dale complexe. 

Capside icosaedrique : 

20 faces, 12 sommets, 3 axes de symetrie par rotation. Exemple caracteristique : T adenovirus. 

Capside helicoi’dale : 

Tube creux fait de proteines (protomeres), TARN s’enroule sur lui-meme, arrangement en spirale pour former 
un tube plus ou moins rigide. Un exemple caracteristique : le virus de la mosaique du tabac. 

II existe des formes combinees (capside icosaedrique + helicoi'dale). Exemple du bacteriophage T4. Les 
proteines de la capside sont liees entre elles de maniere non covalentes, parce qu’il faut a un moment que 
l’acide nucleique soit libere dans la cellule infectee. 

La gradation supplemental est le virus nu ou le virus enveloppe. 

C. Cycle infectieux typique : 

1 . Attachement 

2. Penetration 

3. Decapsulation 

4. Transcription et/ou traduction 

5. Replication 

6. Assemblage 

7. Re-largage 

V. Quelques virus 

1. Virus a ADN double brin enveloppe 
Famille de Herpesviridae : 

Herpes simplex virus : bouton de fievre chez l’homme 
Varicella-zona : varicelle chez l’homme 

Virus Epstein-Barr : mononucleose infectieuse du lymphome de Burkitt chez l’homme. 


2. Virus a ADN double brin enveloppe 

Famille des poxviridae : variole 

3. Virus a ADN double brin nu 

Famille des Adenoviridae. On les utilise pour faire de la therapie genique. 

B. Les virus a ARN 

ADN -> ARN brin (+) = ARN messager -A proteine 

ARN viral (+) sert d’ARN genomique car c’est un brin + encapside pour faire l’acide nucleique du virus et il 
peut etre directement traduit en proteines. A l’inverse un brin - sera un ARN genomique, mais ne sera pas 
messager. 

L’ ARN + va etre traduit en proteines virales. La traduction se fait dans la cellule avec la machinerie necessaire. 
Cette etape la est l’etape qui marque le parasitisme obligatoire. Les capsides contiennent les proteines de la 
capside, et les proteases virales. Les proteases virales servent a la replication 

1. Virus a ARN simple brin (+) enveloppe 

Famille des Togaviridae 

Exemple de la famille des Alphaviridae : virus du Chikungunya 

2. Virus a ARN simple brin (+) enveloppe avec un intermediate ADN 

Famille des Retro viridae 

Virus VIH chez l’homme 

Virus HTLV chez l’homme (leucemie humaine des cellules T) 

C. Virus a ARN simple brin (-) 

L’ARN viral sert d’ARN genomique, mais il ne peut servir d’ARN messager. II faut d’abord faire un ARN +. 
Done a partir de l’ARN viral -, on synthetiser un ARN viral + avec une ARN polymerase ARN dependante. 

1. Virus a ARN simple brin (-) enveloppe 

Famille des Orthomyxoviridae : 

Virus Influenza : grippe chez l’homme chez le pore 
Virus de la grippe aviaire (virus FLNi) 

Famille des Rhabdo viridae. Elle a une capside en forme d’obus. C’est le virus de la rage. 

Famille des Adenoviridae. Virus des fievres hemorragiques de l’homme (Lassa virus). 

D. Virus a ARN double brin 
On a un brin + et un brin -. 

1. Virus a ARN double brin 

Famille des Reoviridae : Rotavirus qui donne des diarrhees chez Fhomme. 

VI. Cycle du virus 

A. L’attachement du virus a sa cellule cible 

Chaque virus va avoir un type de recepteurs particuliers, qui va correspondre a l’anti-recepteur de la cible. 
C’est cette raison pour laquelle un virus des hepatites va trouver sur les hepatites les recepteurs. D’ou la 
compatibility pour un seul type de cellule. 

L’entree du virus se fait de differentes fa9ons. Il peut etre directement transloque dans la cellule, ou alors il 
peut y avoir une etape d’endocytose, ou alors il peut y avoir fusion des membranes. 

B. Multiplication d’un virus apres entree dans la cellule 

Il faut qu’il y ait decapsidation, la capside se desagrege pour liberer l’acide nucleique. A partir d’un virus, la 
machinerie cellulaire produit un certain nombre de materiel genetique et de proteines, ce qui peut aller jusqu’a 
des milliers de nouveaux virions. Une fois synthetise, le materiel se rearrange pour produire de nouveaux 
virions, prets a aller infecter de nouvelles cellules. 

C. Liberation des virions neoformes 

Soit la cellule est lysee, c’est souvent ce qu’il se passe dans le cas des virus nus, ou alors on aura un 
bourgeonnement a la surface de la membrane, et creation de F enveloppe a partir de la membrane, dans le cas 
des virus enveloppes. 


Decontamination et agents antimicrobiens 
Controle de la croissance bacterienne 


I. Definitions 

A. Decontamination 

C’est la reduction de la population microbienne a des niveaux consideres sans dommages pour Thomme, 
niveaux difinis par des normes de sante publique. 

L’APNOR est l’agence francaise de la normalisation. Ses objectifs de decontamination peuvent etre atteints 
de differentes fa9ons. 


1. Inhibition 

L’inhibition empeche la replication. 

2. Destruction de la population 

La destruction de la population empeche la replication de l’ADN de fa9on irreversible. 

3. Elimination 

L’ilimination permet d’iliminer de fa9on physique le micro-organisme. 

B. Disinfection 

Elimination des micro-organismes potentiellement pathogenes. On peut utiliser des disinfectants, utilises sur 
les objets, ou des antiseptiques, employes sur les tissus, mais moins efficaces que les disinfectants, et moins 
toxiques. 


C. Sterilisation (De sterilus : infecond) 

Procidi qui consiste a ditruire d’un objet ou d’un habitat toute cellule vivante, spore, virus... C’est une idie 
absolue qui n’est jamais atteinte car la mort des bactiries est un phinomene statistique. 

II. Expression mathematique : destruction des micro-organismes 

Tous les micro-organismes ne meurent pas en meme temps. La mort n’est pas instantanie, les micro- 
organismes meurent en suivant une dicroissance exponentielle. 

k = taux de mortaliti 



Ln N = Ln No - kt 


Pour analyser la mortaliti des micro-organismes, on a recours a des notions particuliires : 

• D = Coefficient de reduction dicimale (ou cela peut etre un coefficient thermique de RD). C’est le 
temps nicessaire pour riduire la population au dixiime de ce qu’elle itait (pour tuer 90 % de la 
population). On doit noter a quelle tempirature le D correspond (Di7,5°c), a quelle radioactiviti . . . 


Temps (Di = 1 minute) 
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o "1 

1 

10 4 

9.10 4 

1 2 

10 3 
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9.10 1 | 

5 

1 

9 
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III. Facteurs influen^ant l’activite antibacterienne 

A. Differents procedes pour reduire les populations microbiennes 
1. Differents procedes 

a) Par la chaleur 

(1) La sterilisation 

• Clostridium botulinum 
Log N/No = 12 

Di 2 i°c= 12 s = 0,2 min t = 2,4 min 

• Clostridium sporogenes 
Log N/No = -5 

Di2i°c=100s t = 8,3 min 

(2) La chaleur seche 

Tres lente, inutilisable pour du materiel thermosensible (180°C pendant 30 minutes ou 160-170°C pendant 2 
a 4 h). Realise en four Pasteur (= Poupinelle = etuve). 

(3) Chaleur humide 
Se fait en autoclave, en cocotte minute. 

pression 


1 bar 



On peut utiliser les autoclaves sans autorisation s’ils font moins de 20L. On la fait pendant 20 minutes a 12 1 °C. 
On peut aussi la faire 30 minutes a 1 10°C. On voit que l’on sterilise mieux en chaleur humide qu’en chaleur 
seche. L’eau favorise la decontamination. 

(a) Adhesif 

Marron -> humide 
Noir -> seche 

(b) Dans l’ Industrie 

On prend des petits tubes de verre qui renferment des spores de bacteries tres resistantes, souvent de 
Stereothermophillus, et a la fin, on va voir si ces spores sont capables de pousser. Si elles ne poussent pas, 
c’est que la sterilisation s’est bien passee. Ce sont des CPA 7679. 

(4) Technique UHT 

Sterilisation a ultra haute temperature sur un temps tres court. Cette technique va eviter d’alterer les produits 
et les vitamines. On Tutilise par exemple pour le lait. 

(5) La Thyndallisation 

On Tappelle aussi sterilisation fractionnee a la vapeur, utilisee aussi avec des matieres thermosensibles. On 
chauffe plusieurs fois a des temperatures peu elevees, en faisant des incubations a 37°C entre les sterilisations. 
On la fait par exemple a 90-100°C pendant 30 minutes, ce qui tue les cellules vegetatives, mais conserve les 
spores. Alors on les met en culture a 37°C pour faire germer les spores, qui deviennent des cellules vegetatives, 
que Ton remet alors a 100°C, et on refait 9 a jusqu’a elimination complete. 




(6) La pasteurisation 

C’est le traitement des substances par un chauffage controle a la temperature bien inferieure a la temperature 
d’ebullition. C’est une methode qui ne sterilise pas, elle vise a tuer les pathogenes pour l’homme. Elle permet 
notamment de detruire la flore pathogene des bacilles Gram 

Cette technique n’est pas assez longue pour detruire des Gram + comme Staphylococcus ou Streptococcus. 
Ceci ralentit la degradation des produits. On la fait 20 minutes a 65°C. 

(7) La flash-pasteurisation 

Elle durera 15 secondes a 72°C. Sur la population globale, la legislation impose des reductions globales de 
log N/No = -34. Si l’on fait le calcul, en partant a 10 7 bacteries/L, on arrive a 10~ 27 bacteries/L. 

(8) La thermisation 

C’est une technique douce pour faire diminuer la flore totale. On la met quelques secondes a 60°C. 

b) Par rayonnement 

On utilise differents precedes de rayonnements electromagnetiques. On les fait souvent a 260nm, ce qui cree 
des dimeres de thymine et inhibe la replication. On peut aussi faire des rayonnements aux absorbances des 
acides amines, pour detruire le tryptophane, et tuer la cellule. 

(1) Les UV 

On utilise aussi des UV, mais leur efficacite est reduite, par le grand nombre de zone d’ombres, et 9a produit 
de 1’ ozone, toxique. 

En France, on n’utilise pas les UV pour decontaminer en industrie, mais pour des pieces... En Asie, on les 
utilise pour le traitement de l’eau. 

En industrie pharmaceutique et cosmetique on s’en sert pour remplir des flacons de facon sterile. 

(2) Les IR 

Les infra rouges induisent une agitation, et done une augmentation de la temperature, ce qui rejoint la 
technique par chauffage. 

(3) Les micro-ondes 

Tres peu utilise, sauf pour certains sirops, car peu efficace. 

(4) Les rayonnements ionisants 

Ce sont les rayonnements radioactifs (3, y, et les rayons X. Qa fait perdre les electrons, et former des ions. 

Tous les produits peuvent etre decontamines par ce type de precede, mais il faut des autorisations speciales. 

S’ exprime en Gray : D 

Micrococcus radiodurans D* = 4 kGray 

Clostridium botulinum D* = 2,6 kGray 

2. Technique physique 
a) Filtration 

Ne sterilise pas, mais enleve les micro-organismes. On utilise de l’amiante, du coton, de la laine de verre. . . 
On utilise des HEPA (filtre de haute efficacite) de 2 types : flux verticaux ou horizontaux. Aujourd’hui on 
utilise les PSM (poste securite microbiologique) : les 3 P : protege le manipulateur, l’environnement, et 
l’echantillon. 


B. Utilisation d’agents chimiques : Anti Bacteriens 

Les composes chimiques ont des modes d’action divers et varies, mais on va pouvoir suivre leur mode d’action 
en regardant l’effet sur la population. 

N bacteries 


Inhibition Bacteriostatique 



On tue : effet bactericide 


Chlore : Chloration : moyen le plus efficace pour le traitement final des eaux de consommation. C’est aussi le 
traitement de choix des eaux de distribution, traitees avec cette molecule. De fa 9 on generate, les bacteries sont 
plus ou moins fortement resistantes, le chlore n’agit pas sur les spores, mais sur les formes vegetatives. Les 
virus sont moderement resistants, les protozoaires sont tres resistants, particulierement quand ils sont enkystes. 
Plusieurs formes actives de chlore plus ou moins efficace. D’abord, le chlore moleculaire, ensuite l’ion 
hypochlorite de sodium ou de calcium (NaCIO" : eau de javel), et Lion hypochloreux HCIO". 

<4.5 10 


CL 

HCIO- 

no- 


Ion hypochloreux = chlore actif xlC 

io 


Voir page 21 


Le chlore dans la piscine devient du chlore fibre et du chlore combine. Le chlore fibre est du chlore actif et du 
chlore potentiel. Le chlore combine a un faible pouvoir disinfectant, et donne un gout desagreable. II faut 
done doser la matiere organique. 

IV. Chimiotherapie anti bacterienne 4 les antibiotiques 

A. Generalites 

1 909 - Paul Erhlich 
Activite anti microbienne. 

Ces molecules doivent permettre le traitement de maladies infectieuses, et la molecule doit etre nuisible pour 
les micro-organismes pathogenes mais inoffensive pour la cellulose. 

Fleming 


B. Definition 

Walksman : 1943 

A decouvert substance chimique produite par micro-organisme capable d’inhiber le developpement de detruire 
des bacteries et d’autres micro-organismes. 

Turpin et Velu, en 1957 

Tout produit chimique produit par un etre vivant ou elabore par synthese avec un coefficient chimio 
therapeutique eleve, et dont Lactivite therapeutique se manifeste a tres faible concentration, et ceci de fa 9 on 
specifique, par L inhibition de certains processus vitaux a l’egard des virus, des micro-organismes ou meme 
de certains etres pluricellulaires. 

C. Classification 

Elle peut se faire suivant differents criteres : 


1. Origine 

2. Structure chimique 

3. Mode d’action 

• Inhibition de la synthese de la paroi bacterienne : precurseurs, transfert des precurseurs, in s ertion 

• Inhibition de la synthese de la membrane cytoplasmique 

• Inhibition de la synthese de l’ADN 

• Inhibition de la synthese proteique 50S ou 30S 

• Autres mecanismes, antiaerobies et antimetabolites 

4. Effet cellulaire 
Effet bactericide, bacteriostatique. 

CMI, CMB. 

II existe differentes techniques : 

• Dilution en milieu liquide 

• Dilution en milieu solide 

• Diffusion en milieu solide 

• E-test 

D. Antibiogramme et spectre therapeutique 

Le but est de determiner le type de reaction vis-a-vis d’un antibiotique. On a vu en TP que Ton determine si 
les bacteries sont sensibles (probabilite de succes therapeutique acceptable en utilisant les voies classiques 
d’administration de T antibiotique) ou resistantes (forte probabilite d’echec therapeutique). II y a aussi les 
intermediaires pour lesquels le succes therapeutique est imprevisible. Ces bacteries forment un ensemble 
heterogene dans lequel la CMI ne permet pas de predire un succes therapeutique. 

Un antibiogramme ne sera pas obligatoirement effectue en fonction du micro-organisme. Ca va dependre de 
la classe therapeutique a laquelle il appartient. Elle est fonction du spectre clinique de T antibiotique. 

E. Resistance aux antibiotiques 

Une resistance clinique rejoint un echec therapeutique. 

Penicilline G (1942) Staphilocoque dores (1943) 

Meticilline G (1961) 1962 

Ampiciline (1962) Enterobacteries (1964) 

Cephalosporine (1980) 1981 

1. Differents types de resistance 
Resistance naturelle 

Resistance acquise : mecanisme de resistance pour une souche habituellement sensible 
Resistance clinique : expression de la resistance in vivo, qui ne se traduit pas Techec therapeutique 
Resistance chromosomique : bee aux chromosomes, souvent acquise. 

Resistance extra-chromosomique : plasmides avec genes de resistance, transposants 

2. Resistance transmise par differents procedes 

a) Transformation 

Griffith St. Pneumonsa (Capsule) 

ADN en solution dans une bacterie 
Etat de competence 

Bacillus, streptococcus, staphylococcus, Neisseria, Acinetobactei et Haemophilus. 

b) Conjugaison 

Transfert d’ ADN de bacterie a bacterie par contact : 

Gram - : pilis sexuels 
Gram + : molecules de surface. 

c) Transduction 

Transfert de materiel genetique via un bacteriophage, c'est-a-dire par un virus bacterien. 


3. Mecanismes de resistance 

F. (Notions) metabolisme bacterien 

1. Principe metabolique 

2. Besoins nutritionnels 

3. Besoins energetiques 

a) Chimique : donneur e~, H + , S ^ chimiotrophes 

(1) Compose organique : organotrophe 

Donneur d’e", H + . 

Glucides 

(2) Donneurs d’ electrons, d’H + : compose mineral inorganique : lithotropes 


Correction exam 

200 colonies a dilution 1 0" 4 
100 pL / boite 

Nombre de micro-organismes par mL ? 
2. 10 7 b/mL 

Vol plaie : 2 cm 3 24h 
No = 2 x 2.1 0 7 bacteries. 

G = 60 minutes a 20°C lh p = lh" 1 
N = No.2^* 

Dose letale 1 0 6 germes/kg 
Individu de 56 kg. 

56. 10 6 bacteries 5,6. 10 7 bacteries 
N = No 2 ^ 

56. 10 7 = 4.10 7 .2 lxt 
t = 0,485 heures 

Contamination 
No = 10 8 germes 
10“ 12 = N 
D 121 =2 minutes 

N = N 0 .10“ t/D 
10" 12 = 10 8 . 10 _1/2 
t = 40 minutes 


110°C 
Z= 10°C 

t = t* 1 0' (T_T ** /Z 

t = 40.10- (11 °- 121)/1 ° 

t = 503,57 minutes = 8 heures 23 minutes 


No = 2. 10 10 bacteries 
N = 2.10 4 x 10 6 / 10' 1 
N = 2.10 19 bacteries 
N = No 2^ 


2.10 19 = 2.10 1 °.2 (1X 
p = 0,049 .mn 4 
G = 20 minutes 


10x60 


99,9% 0,1% 

N = 10' 3 

No = 2. 10 19 bacteries 
N = No.lO' t/D 
10' 3 = 2 . 10 19 . 10“ t/3 
t = 7,43 minutes 

1 15°C 
z= 10°C 
t 1 o4 T - T *) /z 
t = 7,43.10- (115 - 121 ) /10 
tii 5 °c = 29,56 minutes 



